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 A isquemia cerebral consiste na interrupção do fluxo sanguíneo cerebral que 
resulta em uma severa degeneração das células neurais e conseqüente perda das funções 
cerebrais. Quando o fluxo é restaurado, o oxigênio ofertado pode não ser totalmente 
reduzido, gerando radicais livres, causando peroxidação lipídica com conseqüente dano 
celular irreversível. A despolarização da membrana junto com o prejuízo metabólico e a 
perda da homeostasia iônica, pode causar uma massiva liberação de neurotransmissores 
excitatórios como o aminoácido L-glutamato, que em excesso na fenda sináptica pode 
se tornar uma potente neurotoxina. Este trabalho teve como objetivo estudar os 
mecanismos envolvidos no dano celular provocado pela privação de glicose e oxigênio 
(PGO) em fatias de hipocampo de roedores e a utilização de possíveis agentes 
neuroprotetores: guanosina, galantamina e atorvastatina. Para a atorvastatina, os animais 
foram tratados in vivo via oral durante sete dias e mortos por decapitação no oitavo. A 
guanosina e a galantamina foram adicionadas in vitro durante a PGO ou reperfusão. Na 
PGO as fatias foram incubadas com tampão isquêmico por 15 min seguida ou não de 2h 
de reperfusão, onde o tampão isquêmico é substituído por KRB. A GUO promoveu 
diminuição do dano celular induzido pela PGO seguida de reperfusão. Foi observado 
que a GUO reverte o aumento da liberação de glutamato provocada pela PGO e 
reperfusão. No pré-tratamento com atorvastatina observamos que esta apresenta ação 
neuroprotetora durante a reperfusão reduzindo o estresse oxidativo e prevenindo a 
redução da captação glutamatérgica. A galantamina não apresentou neuroproteção em 
nosso modelo isquêmico, porém na captação de glutamato, parece haver uma tendência 
a aumentar essa captação, que é diminuída significativamente durante o insulto 
isquêmico. 
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1 - Introdução 
 
1.1 – Glutamato e 
Glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central 
(SNC) de mamíferos e desempenha importante papel na manutenção da atividade 
nervosa central e fenômenos plásticos vinculados ao desenvolvimento, ao aprendizado e 
à memória (Meldrum, 2000; Danbolt, 2001). O glutamato é sintetizado e estocado em 
neurônios especializados denominados glutamatérgicos e liberado sob diferentes 
estímulos na fenda sináptica, onde se une a uma série de receptores situados nas 
membranas pré e pós-sinápticas e também na astroglia (Gegelashvili & Schousboe, 
1997). Existem dois tipos de receptores de glutamato: ionotrópicos, que formam canais 
iônicos e são subdivididos de acordo com suas propriedades farmacológicas e 
fisiológicas, como os ativados por N-metil-D-aspartato (NMDA), os que respondem ao 
ácido caínico (KA) e os sensíveis ao ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4- 
isoxazolepropiônico (AMPA) (Michaelis, 1998), e metabotrópicos, ligados às proteínas 
G. Aos receptores AMPA e cainato é atribuída a neurotransmissão excitatória rápida, e 




+) e potássio (K+). Os receptores NMDA respondem mais lentamente ao glutamato, 
contribuindo com o componente lento das correntes pós-sinápticas excitatórias, e são 
altamente permeáveis aos íons cálcio (Ca+2). Devido a essas propriedades, os receptores 
NMDA são implicados como responsáveis pelos processos que envolvem plasticidade, 
como aprendizado e memória. Os receptores metabotrópicos agem através da ativação 
da fosfolipase C ou por modulação da enzima adenilato ciclase (Obrenovitch & 
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Urenjak, 1997).  
O glutamato liberado extracelularmente é inativado através da recaptação 
principalmente pelas células gliais, por um processo mediado por transportadores de alta 
afinidade (EAAT) (Struzynska et al, 2005), o que pode ser modulado pelo estado redox 
da célula (Trotti et al, 1998). Assim, a captação de glutamato é essencial para a 
finalização da transmissão sináptica durante condições fisiológicas (Danbolt, 2001; 
Bonde et al., 2003), pois quando em excesso na fenda sináptica, o glutamato pode se 
tornar uma potente neurotoxina. As células neurais afetadas por essa excitotoxicidade 
glutamatérgica podem liberar glutamato em grandes quantidades através de processos 
não controlados que envolvem a liberação vesicular e/ou a reversão dos carreadores de 
membrana (Lipton et al, 1994; Hunter et al, 1998). Quando ocorre essa reversão dos 
carreadores, o glutamato em vez de ser captado é liberado para o meio, aumentando a 
sua concentração na fenda sináptica e consequentemente aumentando o dano celular 
(Rossi et al., 2000; Camacho & Massieu, 2006). Assim, o funcionamento adequado dos 
transportadores é essencial para manter os níveis extracelulares deste neurotransmissor 
suficientemente baixos e dessa forma restringir a superestimulação dos receptores 
glutamatérgicos prevenindo o dano neuronal. A disfunção desses transportadores resulta 
em um acúmulo de glutamato na fenda sináptica induzindo um aumento no influxo de 
íons cálcio, o qual ativa processos intracelulares como hidrólise protéica, formação de 
radicais livres e peroxidação lipídica, desencadeando assim, a formação de uma “onda 





 Durante o evento isquêmico ocorre uma rápida diminuição dos níveis de ATP 
nas células podendo resultar em um colapso das bombas iônicas, como a 
Na
1.2 – Isquemia Cerebral 
 
A isquemia cerebral consiste na interrupção do fluxo sanguíneo cerebral que 
resulta em uma severa degeneração das células neurais e conseqüente perda das funções 
cerebrais (Mattson, 2000). Quando o fluxo sangüíneo é restaurado (reperfusão), o 
oxigênio ofertado pode não ser totalmente reduzido, gerando radicais livres e assim 
causando peroxidação lipídica com conseqüente dano celular irreversível (Halliwell et 
al, 1999). Esse dano cerebral resultante é caracterizado por infarto com um centro 
necrótico, onde todas as células morrem rapidamente e uma área ou zona de penumbra 
adjacente à área isquêmica onde as células morrem em dias ou semanas após o insulto 
(Camacho & Massieu, 2006).  
+/K+-ATPase, já que estas são responsáveis por grande parte do consumo de ATP no 
cérebro (Doyle et al., 2008). As bombas iônicas Na+/K+-ATPase são necessárias para  
manter o gradiente iônico de membrana, mantendo elevadas as concentrações de 
potássio (K+) e baixas as concentrações de sódio (Na+) no interior da célula . A 
despolarização da membrana juntamente com o prejuízo metabólico e a perda da 
homeostasia iônica tem como conseqüência uma massiva liberação de 
neurotransmissores excitatórios como o aminoácido L-glutamato (Camacho & Massieu, 
2006). Este evento é bem caracterizado em alterações agudas (hipóxia, encefalopatias 
isquêmicas, traumatismo craniano) ou alterações crônicas (epilepsia, esquizofrenia, 
alcoolismo, doenças neurodegenerativas como as de Parkinson, Huntington, 
Alzheimer), onde as células neurais afetadas podem liberar glutamato e desencadear a 
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excitotoxicidade glutamatérgica já descrita anteriormente. Em fatias de hipocampo 
submetidas a um modelo de isquemia in vitro e posterior reperfusão, já foi observada 
uma redução nos níveis de glutationa, um importante antioxidante endógeno no SNC, e 
também uma redução na captação de glutamato do meio extracelular (Brongholi et al., 
2006). Sendo assim, é fundamental que sejam estudadas drogas que possam agir 
reduzindo os efeitos deletérios da excitotoxicidade glutamatérgica e do estresse 
oxidativo. 
 
1.3 – Agentes Neuroprotetores 
 
Em decorrência da diversidade de eventos intracelulares que ocorrem em um 
insulto isquêmico, trauma ou convulsão, diversos trabalhos estão sendo realizados com 
o intuito de identificar novas estratégias neuroprotetoras para auxiliar no tratamento 
dessas situações. Neste trabalho direcionamos o estudo para a guanosina, a galantamina 
e a atorvastatina, três substâncias que vêm demonstrando progresso durante as pesquisas 
em seus efeitos neuroprotetores diante de diversas condições patológicas. 
 
Um dos agentes neuroprotetores utilizados foi o nucleosídeo guanosina (GUO), 
um derivado da guanina (DG) que atua como molécula de sinalização intercelular 
(Neary et al., 1996; Ciccarelli et al., 2001; Decker et al., 2007). Diversas são as funções 
intracelulares descritas para os DG, como na síntese de proteínas, na sinalização 
transmembrana, translocação de proteínas no retículo endoplasmático, controle do 
1.3.1 – Guanosina 
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movimento vesicular nas células, diferenciação e proliferação celular (Bourne et al., 
1990).  
Para entender e conhecer melhor as funções extracelulares dos DG, estudos 
feitos mostraram que os DG modulam a transmissão glutamatérgica pela inibição da 
união de glutamato aos seus receptores e inibição de respostas celulares induzidas pelo 
glutamato (Tasca et al., 1995; 1998; 1999), protegendo contra a neurotoxicidade 
mediada por receptores glutamatérgicos (Oliveira et al., 2002; Molz et al., 2005; 2008). 
Também já foi demonstrado que a GUO aumenta a captação glutamatérgica em cultura 
de astrócitos (Frizzo et al., 2001).  
Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que fatias de hipocampo 
de ratos submetidas a 15 minutos de privação de glicose e oxigênio seguidas de 2 horas de 
reperfusão apresentam uma melhora da viabilidade celular quando a GUO é adicionada 
ao meio (Oleskovicz et al., 2008). Neste mesmo estudo, observou-se que o papel 
neuroprotetor da GUO é dependente da ativação de canais de K+. Este dado corrobora 
os estudos feitos por Benfenati, et al. (2006), onde a GUO estimulou a expressão 
funcional de canais iônicos de K+ em cultura de astrócitos, sugerindo que seu efeito 
neuroprotetor possa estar relacionado com a habilidade de regular a homeostase do K+
Com o objetivo de verificar como a GUO exerce seu papel neuroprotetor frente à 
privação de glicose e oxigênio, Oleskovicz et al., 2008 também demonstrou que esse 
efeito neuroprotetor da GUO é dependente dos níveis de Ca
 
por astrócitos. Estes últimos, quando submetidos à hipóxia ou hipoglicemia liberam DG 
para o meio extracelular (Ciccarelli et al., 1999), sendo que os níveis desses DG 
permanecem altos durante e após a hipóxia ou hipoglicemia, em especial a GUO que é 
obtida da hidrólise de nucleotídeos. 
+2 extracelular. Através da 
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utilização de inibidores de algumas vias de sinalização verificou a participação da via da 
proteína cinase A (PKA), proteína cinase C (PKC), proteína cinase regulada por sinal 
extracelular (MEK) e da Fosfatidil-inositol-3 cinase (PI3K). 
Ainda em estudos realizados em nosso laboratório, experimentos realizados por 
Dal-Cim (2008) verificaram quais os possíveis subtipos de canais de potássio poderiam 
estar envolvidos na neuroproteção promovida pela GUO. Com esse estudo foi 
demonstrado que a caribdotoxina (inibidor de canal de potássio de alta condutância 
ativado por Ca+2) é capaz de inibir a neuroproteção e reverter o aumento da captação de 
glutamato promovida pela GUO em fatias de hipocampos de ratos submetidas à 
privação de glicose e oxigênio , demonstrando assim, que esses subtipos de canais de K+ 
estão envolvidos no processo de neuroproteção promovido pela GUO. Neste mesmo 
estudo foi demonstrado que o aumento de captação de glutamato promovido pela GUO 
após a PGO é revertido na presença de inibidor da via da PI3K, além disso a GUO pode 
modular os níveis de fosforilação da proteína AKT, sugerindo um importante papel da 
via da PI3K na neuroproteção promovida pela GUO. 
 
 
 A atorvastatina é um fármaco da família das estatinas, inibidores da enzima 
3-hidróxi-3-metilglutaril-Coenzima A (HMG-CoA) redutase, enzima marca-passo da 
biossíntese do colesterol, tendo papel de reduzir HMG-CoA a mevalonato (Nelson & 
Cox, 2000). É utilizada clinicamente no tratamento da hipercolesterolemia, reconhecida 
como fator de risco para doença coronariana, mas com poucas evidências apontando para 
uma relação de risco para um acidente vascular cerebral (AVC). Apesar disso, estudos 
1.3.2 – Atorvastatina 
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clínicos recentes indicam que o tratamento com estatinas reduz significativamente o risco 
de AVC entre pacientes com doença vascular já estabelecida (Vaughan, 2003) e que a 
prevalência da doença de Alzheimer e demência vascular é menor entre pacientes quando 
em uso de estatinas (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000).  
Alguns estudos sugerem que as estatinas podem ter efeito direto na redução dos 
danos causados por radicais livres e oxidação de lipoproteínas. Elas reduzem a oxidação 
do LDL induzida por leucócitos, e podem ter efeitos mais amplos, como a preservação da 
atividade da enzima superóxido dismutase (Chen et al., 1997). Recentemente foi 
demonstrado efeito neuroprotetor da atorvastatina em modelo animal de traumatismo 
crânio encefálico, reduzindo o déficit neurológico e aumentando a sinaptogênese, 
angiogênese e sobrevivência neuronal nos animais tratados por sete dias após o trauma 
(Lu et al., 2004).  
Além dos efeitos em modelo de traumatismo crânio encefálico, as ações 
neuroprotetoras das estatinas também foram observadas em um modelo de epilepsia 
com cainato, onde o pré-tratamento com atorvastatina reduziu a atividade epiléptica e a 
morte neuronal no hipocampo de ratos (Lee et al., 2008). Dados obtidos em nosso 
laboratório demonstraram que o tratamento de camundongos com atorvastatina 
(10mg/kg, v.o.) por sete dias reduziu o número de animais convulsionados após a 
administração i.c.v. de ácido quinolínico, bem como, apresentou efeito neuroprotetor 
sobre a morte celular avaliada no hipocampo induzida por este agente glutamatérgico 





1.3.3 – Galantamina 
 
A galantamina é um alcalóide obtido através do extrato de algumas espécies de 
plantas ou sinteticamente. Atualmente é utilizada como um fármaco no tratamento da 
doença de Alzheimer de grau leve ou moderado e tem demonstrado benefícios nas 
funções cognitivas e globais de pacientes. A galantamina atua como um inibidor da 
acetilcolinesterase (AChE) e como um ligante potencializador alostérico, aumentando a 
sensibilidade de receptores nicotínicos de neurônios colinérgicos, aumentando 
conseqüentemente a liberação de neurotransmissores(Geerts, 2005; Coyle et al., 2007). 
Estudos prévios mostram que a galantamina previne a perda sináptica em um modelo de 
doença de Alzheimer em camundongos (Unger et al., 2006), reduz a morte neuronal 
apoptótica induzida por peptídeo β-amilóide (Arias et al., 2004) através da prevenção da 
produção de espécies reativas de oxigênio (Melo et al., 2009) e possui papel modulador  
no processamento da proteína precursora amilóide em uma linhagem de célula neuronal 











2 - Justificativa 
 
Muitos estudos vêm sendo realizados na tentativa de encontrar compostos capazes 
de proteger as células após um insulto isquêmico, porém ainda há muitas informações 
sobre tais compostos que permanecem desconhecidas. Em fatias de hipocampo 
submetidas à privação de glicose e oxigênio e posterior reperfusão, já foi observada uma 
redução nos níveis de glutationa, um importante antioxidante endógeno no SNC, e 
também uma redução na captação de glutamato do meio extracelular (Brongholi et al., 
2006).  
A GUO tem apresentado neuroproteção em diversos modelos de 
excitotoxicidade (Schmidt et al., 2007) e foi observado que ela promove aumento na 
captação glutamatérgica após insulto isquêmico (Dal-Cim, 2008). As estatinas e a 
galantamina apresentaram efeitos neuroprotetores frente à privação de glicose e oxigênio, 
podendo também prevenir o dano oxidativo (Sobrado et al., 2004; Lim et al., 2006; Melo 
et al., 2009). 
Assim, tendo em vista a importância do dano excitotóxico causado pelo excesso 
de glutamato na fenda sináptica em casos como a isquemia cerebral e a falta de agentes 
neuroprotetores eficazes contra a toxicidade induzida por glutamato, é de grande 
importância o estudo de novas drogas que possam agir reduzindo os efeitos deletérios 






3 - Objetivos 
 
Este trabalho teve como objetivo estudar o dano celular em fatias de hipocampo 
de roedores submetidas à privação de glicose de oxigênio (PGO) e os possíveis efeitos 
neuroprotetores da guanosina, atorvastatina e galantamina.  
 
3.1 – Objetivos Específicos 
 
Avaliar a morte celular e a liberação de glutamato durante um insulto isquêmico e 
reperfusão;  
Verificar se a guanosina, galantamina e atorvastatina desempenham papel 
neuroprotetor revertendo os danos celulares induzidos pela PGO e reperfusão em fatias 
hipocampais de roedores; 
Avaliar a liberação de glutamato em fatias de hipocampo de ratos submetidas à 
PGO e tratadas com GUO; 
Avaliar a captação de glutamato em fatias de hipocampo de roedores submetidas 
à PGO e tratadas com atorvastatina ou galantamina; 
Verificar os níveis de glutationa em fatias de hipocampo de camundongos 







4 - Materiais e Métodos 
 
4.1 – Animais 
 
Foram utilizados camundongos albinos Swiss machos adultos (30-40 g) e ratos 
Wistar machos adultos, provenientes do Biotério Central da UFSC e mantidos em 
temperatura de 22 ± 1° C em ciclo claro/escuro de 12 horas, com água e ração ad 
libitum. Os protocolos para experimentos com animais foram projetados de maneira que 
o animal tenha o mínimo de sofrimento possível e com limite de animais sacrificados 
(conforme protocolos aprovados pela CEUA/UFSC). 
 
4.2 – Procedimento 
 
Nos tratamentos in vitro com GUO e Galantamina os animais foram mortos por 
decapitação e os hipocampos rapidamente removidos e mantidos em tampão 
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB = NaCl 122 mM; KCl 3 mM; CaCl2 1,3 mM; MgSO4 
1,2 mM; KH2PO4 0,4 mM; NaHCO3 25 mM; D-glicose 10 mM) gelado e gaseificado 
com carbogênio (95% O2 - 5% CO2) para atingir o pH 7,4.  As fatias (0,4 mm de 
espessura) foram obtidas utilizando-se um fatiador de tecidos McIlwain e pré-incubadas 
em tampão KRB por 30 min a 37 o
Para a obtenção do modelo de privação de glicose e oxigênio (PGO), a glicose 
do tampão KRB foi substituída por 10 mM de 2-deoxi-glicose (um análogo não 
C, sendo gaseificadas com carbogênio. Fatias 
controle foram incubadas por 15 minutos no tampão KRB e gaseificadas com 
carbogênio. 
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utilizável da glicose) e o tampão gaseificado com nitrogênio (Pocock & Nichols, 1998). 
As fatias foram incubadas neste tampão em PGO por 15 minutos. Em seguida, o tampão 
da PGO foi substituído por tampão KRB gaseificado com carbogênio (fisiológico) e as 
fatias mantidas por um período de 2 horas de reperfusão na presença ou ausência de 
GUO (100 µM) ou Galantamina (15 µM). A incubação é terminada colocando-se as 
fatias em banho de gelo (4 oC). 
Para a atorvastatina, os animais foram tratados in vivo via oral durante sete dias 
com 10mg/kg de atorvastatina (Lu et al., 2004) ou veículo (salina 0,9%) e mortos por 
decapitação no oitavo dia após o início do tratamento, em seguida os hipocampos foram 
removidos e mantidos em KRB, seguindo-se então, o mesmo protocolo e modelo 
isquemico descrito anteriormente.  
 
4.3 – Viabilidade Celular 
 
A viabilidade celular foi avaliada pela redução do MTT 
(3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium brometo = Thiazolyl blue). O MTT é 
um sal de tetrazolium solúvel em água, que é convertido a um formazam púrpura 
insolúvel após clivagem do anel de tetrazólio por desidrogenases mitocondriais 
(Mosmann,1983). Após o período de PGO e reperfusão, as fatias hipocampais foram 
incubadas com MTT por 20 minutos a 37 oC e o formazam reduzido é solubilizado pela 
adição de dimetil-sulfóxido. A viabilidade celular foi proporcional à leitura da 




 4.4 – Incorporação de Iodeto de Propídeo (PI) 
 
O iodeto de propídio é um composto polar que entra apenas em células mortas 
ou com a membrana plasmática bastante danificada. Uma vez dentro das células, o PI 
complexa-se com o DNA e induz uma intensa fluorescência vermelha (630 nm) que é 
excitada por luz verde (495 nm) (Boeck et. al., 2004). Após o período de 1 hora de 
pré-incubação as fatias hipocampais foram incubadas por 30 minutos com PI (7 μg/ml) 
à 37º C, sendo em seguida, retirado e substituído por tampão KRB para a subseqüente 
análise em um microscópio de epifluorescência invertido (Olympus IX 71), com filtro 
de rodamina. As fotos foram tiradas utilizando-se uma máquina fotográfica Olympus 




4.5 – Captação de glutamato 
 
3H]glutamato foi realizada segundo descrito por Molz et al., 
2005. Após a incubação, o meio contendo tampão KRB ou tampão isquêmico foi 
retirado e as fatias foram incubadas com HBSS (CaCl2 1,29 mM, NaCl 136,9mM, KCl 
5,36 mM, MgSO4 0,65 mM, Na2HPO4 0,27 mM, KH2PO4 1,1 mM, Glicose 2 mM, 
Hepes 5 mM) ou HBSS colina (para tirar Na+, o NaCl e Na2HPO4 foram substituídos 
por Cloreto de colina (137 mM) por 15 min. A captação foi iniciada após a adição de 
0,33 µCi/ml L-[3H]glutamato e glutamato não marcado na concentração final de 100 
µM, por 7 min. Após esse período o meio foi descartado e as fatias lavadas 2 vezes com 
HBSS ou HBSS-colina gelados. Em seguida as fatias foram solubilizadas em uma 
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solução de 0,1 N NaOH/0,01% SDS. A determinação do conteúdo intracelular de 
[3H]L-Glutamato foi avaliada em um contador de cintilação líquida. 
 
4.6 – Liberação de glutamato 
 
A liberação de glutamato foi realizada segundo descrito por Molz et al., 2008. 
Após a incubação, o meio contendo tampão Krebs-Ringer ou tampão isquêmico foi 
retirado e as fatias incubadas com HBSS por 15 min. Em seguida foi adicionado 0,33 
µCi/ml de D-[3H]Aspartato  - um análogo do glutamato que não é metabolizado pelas 
células, fazendo com que tenhamos uma medida mais precisa da quantidade de 
glutamato liberado durante o processo reverso dos transportadores - (concentração final 
100 µM) por 7 min iniciando a captação. Após esse período as fatias foram lavadas 3 
vezes com HBSS gelado para a retirada do excesso de D-[3H]Aspartato não captado. As 
fatias foram novamente incubadas por 15 minutos em 300 μl de HBSS, o sobrenadante 
coletado foi utilizado para medir a quantidade de D-[³H]Aspartato liberado. As fatias 
foram solubilizadas em uma solução de 0,1 N NaOH/ 0,01% SDS. A determinação do 
conteúdo intracelular e extracelular de D-[3H]Aspartato foi avaliada em um contador de 
cintilação líquida e a porcentagem de aspartato liberado foi expresso em relação a 







4.7 – Determinação de Tióis Não-protéicos (NPSH) 
 
NPSH foi determinada como descrito em Ellman et al. (1959) com pequenas 
modificações. Os compostos dos grupos tióis não-protéicos foi avaliado através de um 
homogenato de fatias de hipocampo após a precipitação de proteínas, com um volume 
de ácido tricloroacético 10%. Uma alíquota das amostras foram adicionadas a um 
tampão fosfato 800mmol/l, pH 7.4, e a 5,5’-Dithiobis-(ácido 2-nitrobenzóico) 500 
µmol/l. Quando em contato, a reação dos tióis e deste ácido, resultam em uma coloração 
que atinge seu máximo em 5 minutos e se estabiliza por cerca de 30 min. Assim, a 
absorbância foi lida em 412nm após 10 min, para manter um padrão para os 
experimentos feitos. Uma curva de glutationa reduzida foi utilizada para calcular os 
grupos tióis não-protéicos presentes nas amostras.   
 
4.8 – Dosagem de Proteínas 
 
A dosagem de proteínas para os experimentos de captação de L- [3H]glutamato 
foi realizado através do método de Lowry et al. (1951). 
 
 4.9 – Análise Estatística 
 
Os resultados obtidos foram avaliados através da análise de variância de uma 
via (ANOVA), seguido do Teste de Duncan, quando necessário. Os resultados foram 
considerados significativos quando p < 0,05. 
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5 - Resultados 
 
 5.1 – Guanosina 
 
A guanosina é descrita como neuroprotetora em diferentes modelos de 
excitotoxicidade glutamatérgica (Schmidt et al., 2007). Em estudo prévio realizado em 
nosso laboratório foi demonstrado por Oleskovicz e colaboradores (2008), através do 
método de redução do MTT, que a GUO apresenta efeito neuroprotetor em fatias de 
hipocampo de ratos submetidas à privação de glicose e oxigênio seguida de reperfusão. 
O papel neuroprotetor da GUO frente à PGO já foi descrito e confirmado em 
outros trabalhos realizados em nosso laboratório (Olescovicz et al., 2008; Dal-Cim 
2008), porém, o método de viabilidade celular utilizado (redução do MTT) é 
inespecífico quanto ao tipo de morte celular ocorrida durante o insulto isquêmico. 
Sendo assim, foi utilizada a técnica da incorporação de PI, onde são visualizados os 
núcleos de células que tiveram sua membrana rompida ou permeabilizada, indicando 
principalmente o dano celular necrótico ocorrido durante lesões.  
Na figura 1 observamos que com esta metodologia empregada, os grupos PGO 
e PGO com GUO não apresentaram resultados significativos de morte celular quando 
comparados ao grupo controle. Já durante uma PGO seguida de reperfusão de 2 horas 
(PGO R) ocorre um aumento significativo na morte celular. Esse dano é revertido 
quando a GUO é incubada no período de reperfusão após o período de isquemia.  
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Figura 1. Avaliação da neuroproteção promovida pela guanosina em fatias de 
hipocampo submetidas à PGO. Fatias foram incubadas na situação controle (C) (A), 
controle com guanosina (B), 15 minutos de PGO (PGO) (C), 15 minutos de PGO com 
guanosina (D) e 15 minutos de PGO seguidos de 2 horas de reperfusão na ausência 
(PGO R) (E) ou presença de guanosina (F). A avaliação da morte celular foi realizada 
através do método de incorporação de Iodeto de Propídeo. Os valores representam a 
média + desvio padrão da quantidade de PI incorporado em relação ao grupo controle 
 25 
em 3 experimentos realizados em triplicatas. * indica média diferente do controle; 
p<0,05 (G). (ANOVA seguido do teste de Duncan). 
 
 A depleção energética e o desbalanço iônico que ocorrem durante um evento 
isquêmico podem alterar o funcionamento dos transportadores de glutamato da 
membrana plasmática. Os transportadores de glutamato dependem da atividade de 
Na+/K+ ATPases para manter o gradiente de concentração de íons sódio (Na+). A 
retirada do glutamato da fenda sináptica através de sua captação por seus 
transportadores de alta afinidade e dependentes de Na+ é importante, pois diminui os 
níveis extracelulares de glutamato prevenindo a excitotoxicidade glutamatérgica 
(Danbolt, 2001).  
Em nosso laboratório foi demonstrado por Dal-Cim (2008) que a adição de GUO 
(100 µM) durante a PGO não altera a diminuição da captação de glutamato, mas a 
presença de GUO durante o período de reperfusão reverte a diminuição da captação de 
glutamato induzida pela PGO e reperfusão. Para verificar a ação da GUO durante o 
processo de transporte reverso do glutamato, foram feitos experimentos para observar se 
há liberação de glutamato em nosso modelo de isquemia (Fig.2). Foi então observado 
que as fatias de hipocampo submetidas a 15 minutos de PGO apresentam um 
significativo aumento na liberação de glutamato quando comparadas ao grupo controle. 
A adição de GUO durante a PGO não altera esse aumento da liberação de glutamato. 
Quando as fatias são mantidas por 2 horas adicionais de reperfusão observamos que 
ocorre um significativo aumento na liberação de glutamato. Entretanto, a presença de 
GUO durante o período de reperfusão consegue reverte o aumento da liberação induzida 
pela PGO e reperfusão (Fig. 2).  
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Figura 2. Avaliação do efeito da guanosina sobre a liberação de glutamato em 
fatias de hipocampo submetidas à PGO. Fatias foram incubadas na situação controle 
(C), controle com guanosina, por 15 minutos de PGO (PGO) e 15 minutos de PGO 
seguidos de 2 horas de reperfusão na ausência (PGO R) ou presença de guanosina. A 
liberação de D-[3H]Aspartato foi realizada de acordo com o protocolo descrito nos 
materiais e métodos. A radioatividade foi avaliada em um contador para cintilação 
líquida e os resultados foram expressos em porcentagem de L-[3H]Glutamato em 
relação ao controle. Os valores representam a média + desvio padrão de 5 experimentos 
realizados em triplicatas. * indica médias diferentes do controle; p<0,05. # indica 
médias diferentes do grupo PGO, PGO na presença de GUO e PGO R; p<0,05. 
(ANOVA seguido do teste de Duncan).  
 
 




5.2 – Atorvastatina 
 
Diversos estudos vêm sendo realizados demonstrando que as estatinas também 
exercem efeitos pleiotrópicos que parecem ser independentes da sua ação de diminuição 
dos níveis de colesterol (Miida et al., 2004), possuindo ação neuroprotetora em diversas 
doenças neurológicas (Stepien et al., 2005). Dados obtidos em nosso laboratório 
demonstraram que o tratamento de camundongos com atorvastatina (10 mg/kg, v.o.) por 
sete dias reduz o número de animais convulsionados após a administração i.c.v. de ácido 
quinolínico, bem como, apresentou efeito neuroprotetor sobre a morte celular avaliada no 
hipocampo induzida por este agente glutamatérgico (Piermartiri et al., 2009).  
Com isso, fomos avaliar a neuroproteção exercida pela atorvastatina em fatias de 
hipocampo submetidas à PGO. No ensaio de MTT mostrado na figura 3, observamos que 
em 15 minutos de PGO e 15 minutos de PGO com 2 horas de reperfusão diminuem 
significativamente a viabilidade celular em relação ao grupo controle. O pré-tratamento in 
vivo com a atorvastatina não reverte a diminuição da viabilidade celular induzida pela 
PGO. No entanto, a presença da atorvastatina reverteu a diminuição da viabilidade celular 
quando em 15 minutos de PGO mais 2 horas de reperfusão. Já o ensaio da captação de 
glutamato (Fig. 4), nos mostrou que uma PGO seguida ou não por reperfusão diminuem a 
captação de glutamato, porém este efeito é revertido pelo pré-tratamento com 
atorvastatina somente após 15 min de PGO seguidos de reperfusão.   
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Figura 3. Avaliação da neuroproteção promovida pela atorvastatina em fatias de 
hipocampo submetidas à PGO. Camundongos foram tratados com veículo (n=6) 
(salina 0.9%, v.o.) ou atorvastatina (n=7) (10 mg/kg, v.o.) por sete dias. Camundongos 
foram decapitados 24h após o último dia de tratamento e seus hipocampos foram 
removidos e fatiados para o ensaio de viabilidade celular. Fatias foram incubadas por 15 
min em PGO (PGO) e submetidas ou não a 2h de reperfusão (PGO R) antes de avaliar a 
viabilidade celular através do método do MTT. Fatias controle (C) foram mantidas em 
tampão KRB durante o experimento. Os valores representam a média + SEM de 
experimentos realizados em triplicatas. * indica média diferente do grupo controle; # 






Figura 4. Avaliação do efeito da atorvastatina sobre a captação de L[3H]Glutamato 
em fatias de hipocampo submetidas à PGO. Camundongos foram tratados com 
veículo (salina 0.9%, v.o.) ou atorvastatina (n=5 por grupo) (10 mg/kg, v.o.) por sete 
dias. Camundongos foram decapitados 24h após o último dia de tratamento e seus 
hipocampos foram removidos e fatiados para o ensaio de captação de in vitro como 
descrito nos materiais e métodos. Fatias foram incubadas por 15 min em PGO (PGO) e 
submetidas ou não a 2h de reperfusão (PGO R) antes de avaliar a captação de 
glutamato. A captação de L-[3H]Glutamato foi avaliada após 7 minutos de incubação. A 
radioatividade foi avaliada em um contador para cintilação líquida e os resultados foram 
expressos em nmol de L-[3
Outros dados recentes e evidências clínicas indicam que alguns dos efeitos das 
estatinas, independentes da redução dos níveis de colesterol, ou efeitos pleiotrópicos, 
envolvem a melhora ou restauração da função endotelial e redução do estresse oxidativo 
e inflamação vascular (Takemoto & Liao, 2001). Com base nestas evidências, 
H]Glutamato por miligrama de proteína por minuto. Os 
valores representam a média + SEM de experimentos realizados em triplicatas. * indica 
média diferente do grupo controle; # indica média diferente dos grupos PGO e PGO R; 
p < 0.05 (ANOVA seguido do teste de Duncan). 
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avaliamos os níveis de NPSH e observamos que com 15 minutos de PGO seguida de 
reperfusão, há uma diminuição significativa nos níveis de tióis não-proteicos quando 
comparado com o grupo controle e 15 min de PGO. Este efeito é revertido nas fatias 
hipocampais dos animais que receberam o tratamento de atorvastatina e foram 




Figura 5. Avaliação dos níveis de NPSH em fatias de hipocampo submetidas à 
PGO após o tratamento in vivo com atorvastatina. Camundongos foram tratados com 
veículo (salina 0.9%, v.o.) ou atorvastatina (n=7 por grupo) (10 mg/kg, v.o.) por sete 
dias. Camundongos foram decapitados 24h após o último dia de tratamento e seus 
hipocampos foram removidos e fatiados para a determinação de NPSH. Fatias foram 
incubadas por 15 min em PGO (PGO) e submetidas ou não a 2h de reperfusão (PGO R) 
antes de calcular a quantidade de NPSH. Fatias controle (C) foram mantidas em tampão 
KRB durante o experimento. Os valores representam a média + SEM de experimentos 
realizados em triplicatas. * indica média diferente do grupo controle; # indica média 
diferente do grupo PGO R; p < 0.05 (ANOVA seguido do teste de Duncan). 
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5.3 – Galantamina 
 
 Muitos trabalhos têm demonstrado um grande potencial neuroprotetor em 
diferentes tipos de modelos de doenças neurodegenerativas para a galantamina, 
principalmente em se tratando do Mal de Alzheimer. Assim, fomos avaliar se esse 
fármaco também exerceria seu papel neuroprotetor em nosso modelo de isquemia 
hipocampal. Observamos que em 15 min de PGO e 15 min de PGO seguido de 2 horas de 
reperfusão, ocorre uma diminuição significativa da viabilidade celular em relação ao 
grupo controle. O tratamento com a galantamina não alterou a diminuição da viabilidade 
celular induzida pela PGO submetidas ou não à 2h de reperfusão (Fig.6). 
 Quando observado os resultados da captação de glutamato, vemos que os grupos 
com 15 min de PGO na presença ou ausência de galantamina e 15 min de PGO seguido 
de reperfusão apresentam uma diminuição significativa da captação de glutamato. 
Porém, na presença de galantamina observou-se uma reversão parcial na diminuição de 
captação de glutamato no grupo de 15 min de PGO seguido de reperfusão (Fig.7).  
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Figura 6. Avaliação da neuroproteção promovida pela galantamina em fatias de 
hipocampo submetidas à PGO. Fatias foram incubadas na situação controle (C), 
controle com galantamina por 15 minutos de PGO (PGO) e 15 minutos de PGO 
seguidos de 2 horas de reperfusão na ausência (PGO R) ou presença de galantamina. A 
avaliação da viabilidade celular foi realizada através do método do MTT. Os valores 
representam a média + SEM de 5 experimentos realizados em triplicatas. * indica média 
diferente do grupo controle (ANOVA seguido do teste de Duncan). 
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Figura 7. Avaliação do efeito da galantamina sobre a captação de L[3H]Glutamato 
em fatias de hipocampo submetidas à PGO. Fatias foram incubadas na situação 
controle (C), controle com galantamina por 15 minutos de PGO (PGO) e 15 minutos de 
PGO seguidos de 2 horas de reperfusão na ausência (PGO R) ou presença de  
galantamina. A captação de L-[3H]Glutamato foi avaliada após 7 minutos de incubação. 
A radioatividade foi avaliada em um contador para cintilação líquida e os resultados 
foram expressos em nmol de L-[3H]Glutamato por miligrama de proteína por minuto. 
Os valores representam a média + SEM de 3 experimentos realizados em triplicatas. * 








6 - Discussão 
 
O cérebro consome grandes quantidades de oxigênio e glicose, isso se deve ao 
fato de que os neurônios dependem quase que exclusivamente da glicólise aeróbica 
para obter ATP (Doyle et al., 2008). Quando o fluxo sanguíneo cerebral é interrompido 
há uma diminuição da oferta de glicose e oxigênio no cérebro o que resulta em uma 
rápida disfunção metabólica, especialmente em células neuronais. Este evento é 
denominado isquemia cerebral e é caracterizado por uma severa degeneração das 
células e conseqüente perda das funções cerebrais (Mattson, 2000). 
 Neste estudo utilizamos como modelo de isquemia a privação de glicose e 
oxigênio em fatias de hipocampo. Neste tipo de preparação, a citoarquitetura e a 
organização da matriz extracelular são mantidas, criando um microambiente in vitro 
onde as conexões entre células neuronais e gliais são conservadas (Gong et al., 2001; 
Molz et al., 2008).  Além disso, o hipocampo é utilizado por ser a área mais 
susceptível do sistema nervoso central à isquemia, sendo que os neurônios da área CA1 
são os mais vulneráveis (Schmidt-Kastner & Freund, 1991). 
O estudo de compostos que possam minimizar os efeitos da isquemia cerebral é 
de grande relevância, sabendo-se que essa patologia é uma das principais causas de 
morte no mundo. Neste estudo utilizamos três possíveis agentes neuroprotetors frente a 






 Com isso, nosso primeiro passo neste estudo foi avaliar o potencial 
neuroprotetor da GUO e o tipo de dano celular presente durante a PGO e reperfusão. 
Avaliamos a incorporação de iodeto de propídeo em células com membrana danificada 
ou permeabilizada, como um indicativo de ocorrência de morte celular necrótica 
durante nosso modelo de isquemia in vitro. As fatias de hipocampo que foram 
submetidas à PGO junto com uma reperfusão de 2 horas apresentam aumento 
significativo no dano celular. Este dano é revertido quando a GUO é incubada no 
período de reperfusão após a privação de glicose e oxigênio. Porém neste estudo e com 
esta metodologia empregada, os grupos com 15 min de PGO na presença ou ausência 
de GUO, apesar de aumentarem os níveis de morte celular, não apresentaram resultados 
significativos diferentes em relação ao controle (Fig.1). Esses dados corroboram com o 
que já foi demonstrado na literatura em respeito da reperfusão, que após insultos 
isquêmicos pode ser mais danosa às células neurais (Sharkey et al., 1997) pois nesse 
período ocorre uma grande oferta de oxigênio às células, causando um desequilíbrio 
6.1 – Guanosina 
 
Evidências na literatura têm demonstrado o papel neuroprotetor dos DG e da 
guanosina frente a insultos excitotóxicos (Schimidt et al., 2007). A administração 
crônica de guanosina (GUO) in vivo previne o aparecimento de crises convulsivas e 
morte celular em modelos de excitotoxicidade glutamatérgica (Lara et al, 2001; Vinadé 
et al, 2003). Em estudos in vitro já é demonstrado o papel neuroprotetor da GUO frente 
à PGO em fatias de córtex e fatias de hipocampo (Frizzo et al, 2002; Oleskovicz et al., 
2008). Em modelo de isquemia in vivo a GUO é capaz de diminuir o volume de infarto 
induzido pela oclusão da artéria média cerebral (Chang et al., 2008). 
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energético intracelular e este pode não ser totalmente reduzido ocorrendo produção de 
espécies reativas de oxigênio. 
Através de experimentos realizados em nosso laboratório foi demonstrado por 
Dal-Cim e colaboradores (2008) que a GUO pode aumentar a captação de glutamato 
em fatias de hipocampo quando submetidas à PGO seguida de reperfusão. Além disso, 
a GUO é capaz de prevenir a diminuição de captação de glutamato em fatias de 
hipocampo de ratos neonatos expostos a hipóxia (Moretto et al., 2005). Como havia 
então a possibilidade de que a GUO estivesse participando de mecanismos de redução 
da liberação de glutamato, seja pela atividade reversa de seus transportadores induzida 
pela isquemia (Bonde et al., 2003), ou pela redução da liberação vesicular (Tasca et al., 
2004), verificamos a quantidade de glutamato liberado durante um evento isquêmico. 
Com os resultados obtidos, podemos ver que as fatias de hipocampo submetidas a 15 
minutos de PGO apresentam um significativo aumento na liberação de glutamato 
quando comparadas ao grupo controle e que a GUO não altera esse aumento da 
liberação de glutamato. Já quando as fatias são mantidas por 2 horas adicionais de 
reperfusão observamos que ocorre um significativo aumento na liberação de glutamato, 
mas a presença de GUO durante o período de reperfusão consegue reverter essa 
liberação induzida pela PGO seguida de reperfusão. Este efeito apresentado pela GUO 
é de grande relevância, visto que, a massiva liberação de glutamato, e 
consequentemente seu acúmulo da fenda sináptica que ocorre na isquemia, é uma das 
principais causas de morte celular decorrente deste evento (White et al., 2000; 





  Os transportadores de glutamato são vulneráveis ao aumento das espécies 
reativas de oxigênio que ocorrem no período de reperfusão (Trotti et al., 1998), 
causando uma diminuição na captação de glutamato (Brongholi et al., 2006). Nós 
observamos que as fatias que foram submetidas à PGO, ou à PGO seguida de 
6.2 – Atorvastatina 
 
No tratamento in vivo com atorvastatina iniciamos o estudo avaliando o potencial 
neuroprotetor dessa estatina frente à PGO, já que diversos estudos vêm sugerindo que as 
estatinas podem exercer um amplo efeito neuroprotetor diante de diversas condições 
patológicas. Em nosso laboratório, foi mostrado que a atorvastatina (10 mg/kg, v.o.) 
administrada por sete dias reduz o número de animais convulsionados após a 
administração i.c.v. de ácido quinolínico e apresenta efeito neuroprotetor sobre a morte 
celular avaliada no hipocampo induzida por este agente glutamatérgico (Piermartiri et al., 
2009). Assim, quando os animais são pré-tratados com atorvastatina e as fatias de 
hipocampo obtidas dos mesmos são submetidas à PGO, a atorvastatina não altera a 
diminuição da viabilidade celular induzida pela PGO. No entanto, a presença da 
atorvastatina reverteu a diminuição da viabilidade celular após 15 min de PGO seguido de 
2 horas de reperfusão (Fig.3). 
O próximo passo foi avaliar como a atorvastatina estaria exercendo essa 
neuroproteção. Sabendo que a retirada de glutamato da fenda sináptica através da 
captação desse neurotransmissor é um processo crucial para manter as concentrações de 
glutamato abaixo do seu nível tóxico (Danbolt, 2001), fomos verificar o efeito da 
atorvastatina sobre a captação de glutamato em fatias de hipocampo submetidas à PGO.  
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reperfusão, apresentam significativa diminuição na captação de glutamato e isso 
corrobora com os dados de viabilidade celular, onde esses mesmos grupos apresentam 
diminuição de viabilidade em relação ao controle. A atorvastatina é capaz de promover 
neuroproteção e aumento da captação de glutamato nas fatias submetidas à PGO e 
reperfusão (Fig. 4). Pode-se dizer então, que a proteção promovida pela atorvastatina 
está relacionada com sua capacidade de aumentar a captação de glutamato. Além disso, 
nos estudos de avaliação dos níveis de NPSH em fatias de hipocampo submetidas à 
PGO após o tratamento in vivo com atorvastatina, vimos que na PGO e reperfusão 
ocorre uma diminuição significativa nos níveis de glutationa quando comparado com o 
grupo controle, sendo que este efeito é revertido nas fatias hipocampais dos animais que 
receberam o tratamento de atorvastatina (Fig.5). A glutationa é o mais abundante tiol 
não-protéico em neurônios e astrócitos de mamíferos, possuindo função de um 
importante antioxidante (Cooper & Kristal, 1997; Dringen, 2000). Deste modo, pode-se 
inferir que a atorvastatina exerce neuroproteção também por prevenir a redução nos 
níveis desse antioxidante, ajudando no combate às espécies reativas de oxigênio. 
 
A galantamina foi utilizada pela primeira vez em nosso laboratório, porém 
outros estudos vinham demonstrando alguns efeitos neuroprotetores deste fármaco, 
inclusive em modelos de privação de glicose e oxigênio (Sobrado et al., 2004). Mesmo 
com estudos confirmando uma ação neuroprotetora da galantamina, no ensaio de MTT, 
seguindo nosso protocolo, observamos que após a PGO e PGO com reperfusão, ocorre 
uma diminuição significativa da viabilidade celular em relação ao grupo controle. 
6.3 – Galantamina 
 
 39 
Entretanto, o tratamento com a galantamina não reverteu a diminuição da viabilidade 
celular induzida pela PGO e reperfusão nas fatias de hipocampo (Fig.6). Ainda que tenha 
ocorrido uma pequena melhora na viabilidade celular durante a reperfusão quando a 
galantamina está presente, não foi obtido resultados estatisticamente significantes em 
relação aos outros grupos PGO.  
 Quando observado os resultados da captação de glutamato, vemos que os grupos 
com 15 min de PGO na presença ou ausência de galantamina e 15 min de PGO seguido 
de reperfusão apresentam uma diminuição significativa da captação de glutamato em 
relação ao controle. É possível observar também um aumento na captação de glutamato 
nas fatias submetidas à 15 min de PGO seguido de reperfusão e tratadas com 
galantamina. Entretanto, esses valores não foram estatisticamente significantes em 
relação aos outros grupos PGO, sugerindo apenas uma reversão parcial da diminuição 
dessa captação de glutamato (Fig.7). Estudos adicionais serão realizados para confirmar 
o efeito da galantamina sobre o transporte de glutamato, bem como sobre o mecanismo 
de ação deste fármaco.    











7 - Conclusões 
  
- Durante um evento isquêmico e reperfusão ocorre morte celular necrótica e 
liberação de glutamato. A guanosina consegue reverter tanto o dano celular, como o 
aumento da liberação de glutamato em fatias de hipocampo de ratos submetidas à PGO 
seguida de reperfusão; 
- A atorvastatina previne a morte celular induzida por PGO e reperfusão através 
do aumento da captação glutamatérgica e da prevenção da redução dos níveis de 
antioxidantes presentes nas células. Assim, a atorvastatina pode ser uma estratégia útil 
na prevenção de danos cerebrais causados por doenças cerebrovasculares, como a 
isquemia; 
- A galantamina não desempenhou um papel neuroprotetor em fatias de 
hipocampo de ratos submetidas ao nosso modelo de isquemia in vitro mas apresenta um 
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